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Níveis intracelulares de G-3-PDH (sn-glicerol-3-fosfato:NAD+ 2-
oxidoredutase, EC 1.1.1.8) de levedura de panificação foram
acompanhados durante a estocagem sob três diferentes
temperaturas. Semelhantes valores de biomassa final e de atividade
específica da enzima foram obtidos após crescimento por 48 horas
de duas linhagens de leveduras de panificação. O melhor meio
(meio indutor) para obtenção de G-3-PDH foi: extrato de levedura
(1%,p/v), peptona (2%,p/v), glicerol (3%,v/v) e etanol (1%,v/v). O
choque osmótico com adição de NaCl 0,6 M provocou aumento da
atividade de G-3-PDH de 1,2 vezes para leveduras crescidas em
meio indutor por 48 horas e transferidas para o meio salino, por 2
horas. A estocagem (até 10 dias) da linhagem de levedura GD0,
sob temperatura ambiente (27 °C) estimulou a síntese da G-3-PDH
de células propagadas no meio indutor, lavadas e liofilizadas.
Estocagens em geladeira (temperatura de 4 – 5 °C) ou em “freezer”
(temperatura de –18 °C) mantiveram a atividade da G-3-PDH por
até 8 meses.
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INTRODUÇÃO
O congelamento celular seguido de secagem, com ou
sem adição de agentes conservantes (Bruel, Coote, 1999;
Sampedro et al., 1998), é uma das formas de manutenção de
leveduras para utilização na indústria de alimentos.
Parâmetros físicos, como pH e temperatura, além do con-
trole da pressão osmótica, aplicadas na preservação de ali-
mentos levam à perda de viabilidade da população
microbiana presente num produto alimentar (Abadias et al.,
2001; Marechal et al., 1999). A manutenção da viabilidade
de Candida sake após congelamento pode estar relaciona-
da com a composição do meio de crescimento e formas de
congelamento e de reidratação da célula congelada, segun-
do Abadias et al. (2001). Os autores sugerem que células de
Candida sake são muito mais sensíveis à secagem a frio que
as células de Saccharomyces cerevisiae.
O acompanhamento da manutenção de atividade da
glicerol-3-fosfato desidrogenase, enzima utilizada pela cé-
lula viva na geração de glicerol e diretamente relacionada
à viabilidade celular, pode ser um indicador para um mé-
todo de estocagem de microrganismos.
A glicerol-3-fosfato desidrogenase citoplasmática é
uma das enzimas metabólicas, cujo nível de atividade
intracelular depende do estado fisiológico da célula
(Albertyn et al., 1998), da composição do meio de culti-
vo (Gancedo et al., 1968) e da situação de estresse
osmótico (Blomberg, Adler, 1983; Edgley, Brown, 1983).
A adaptação do Saccharomyces cerevisiae a altas concen-
trações salinas resultou em grande quantidade de glicerol-
3-fosfato desidrogenase (André et al., 1991; Larson et al.,
1993), enquanto Blomberg e Adler (1983) já haviam cres-
cido células de Sacharomyces cerevisiae e estudado a
adaptação fisiológica, a altas concentrações de sais, das
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células em estado de transição entre a fase logarítmica e a
fase estacionária de crescimento. Bruinenberg (1985) ve-
rificou que células de Debaryomyces hansenii também
apresentaram altos níveis de glicerol-3-fosfato desidro-
genase em meio contendo glicose e NaCl 8%. Assim sen-
do, células de leveduras em ambiente de osmolaridade alta
acumulam glicerol como resposta à água perdida para o
ambiente e para reajustar seu volume a sua pressão inter-
na (Goward et al., 1986), além da regulação sobre outras
funções celulares (Groleau et al ., 1995), como a
biossíntese de fosfolipídeos e balanço entre os níveis de
concentração da coenzima oxidada (NAD+) e reduzida
(NADH).
Nossos estudos verificaram a viabilidade celular e a
atividade da glicerol-3-fosfato desidrogenase de levedu-
ras de panificação crescidas em meio contendo glicerol e
etanol como fonte de carbono, submetidas ao choque
osmótico, lavadas, congeladas e liofilizadas. Ensaios com-
parativos das condições de estocagem das células foram
realizados sob três diferentes temperaturas.
MATERIAL E MÉTODOS
Microrganismo
A linhagem de Saccharomyces cerevisiae GD0 uti-
lizada foi isolada de fermento de panificação produzido
pela Fleischmann & Royal. A linhagem de
Saccharomyces cerevisiae LH foi isolada do fermento
comercial distribuído pela Gist Brocades da Holanda. A
manutenção destas linhagens foi realizada em geladeira a
4 °C por até 6 meses em meio YPD em agar inclinado (20
g/L de glicose, 10 g/L de extrato de levedura (Difco), 20
g/L de peptona (Difco) e 20 g/L de ágar (Difco)).
Preparo do Inóculo, Crescimento e Produção da
Enzima
Transferiram-se duas alças de células para 50 mL de
meio (extrato de levedura 1% (p/v), peptona 2% (p/v) e
glicerol 4% (v/v)), contidos em frascos tipo erlenmeyer de
125 mL e submetidos à agitação por 24 horas a 250 rpm e
30 °C. As células foram conservadas por uma noite a 4 °C
em repouso, para sedimentação da biomassa (cerca de 12
horas). O sobrenadante foi descartado e a biomassa con-
centrada, convenientemente diluída, e utilizada como
inóculo. Os experimentos de crescimento da levedura e
produção da enzima foram realizados em frascos tipo
erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL de meio, em mesa
agitadora operando a 250 rpm, a 30 °C. O pH do meio foi
ajustado para 4,5 antes da esterilização. O meio para o
crescimento da levedura e produção da enzima foi esteri-
lizado a 120 °C por 15 minutos e apresentou a seguinte
composição: extrato de levedo 1% (p/v), peptona 2% (p/v),
glicerol 3% (v/v) e etanol 1% (v/v), sendo o etanol adici-
onado antes da inoculação. O inóculo foi adicionado para
se obter densidade inicial de células de 0,050 mg/mL ba-
seado em massa seca. O tempo total de crescimento foi
de 48 horas, seguido de 2 horas de tratamento osmótico
com NaCl 0,6 M. A determinação da biomassa final foi
realizada por meio de medidas turbidimétricas a 570 nm
e um coeficiente de conversão de uma curva padrão que
relaciona medidas de absorvância e massa seca celular.
Liofilização e Estocagem
As células, lavadas duas vezes com aproximada-
mente 50 mL de água destilada a 4 °C e centrifugadas
(9000 rpm durante 10 min), foram submetidas ao conge-
lamento segundo o método de Manifold (Manual da
Labconco, 1998). As amostras foram liofilizadas em
liofilizador Labconco, modelo LYPH.LOCK à temperatu-
ra de – 40 °C e pressão interna de 20-30 mHg por aproxi-
madamente 12 horas, continuamente. A estocagem das
células crescidas em meio YP-glicerol/etanol, submetidas
ao choque osmótico e liofilizadas, foi realizada à tempe-
ratura ambiente (cerca de 27 °C) por 10 dias, temperatu-
ra de geladeira (4-5 °C) e temperatura de “freezer”
(-18 °C), por período de 8 meses.
Viabilidade Celular
A determinação da viabilidade celular foi realizada
por meio de coloração com azul de metileno (Lee et al.,
1981).
Preparo dos Extratos Celulares
Para cada 100 mg de células liofilizadas, pesadas em
frascos de vidro com capacidade de 5 mL, foi adicionado 1
mL de tampão Tris/HCl 0,01 M, pH 7,2 contendo 0,01 M de
NaF. O rompimento celular foi realizado em agitador de
tubos (Tecnal, modelo 162), por trituração com esferas de
vidro (1 g) de diâmetro de 425-600 microns (Sigma,
G8772) por 4 vezes (por período de 30 segundos seguido de
30 segundos de intervalo, em banho de gelo), atingindo
rompimento celular de aproximadamente 80%. O extrato
enzimático foi obtido do sobrenadante da centrifugação por
10 minutos a 10000 rpm e utilizado imediatamente nos
ensaios de dosagem de atividade enzimática.
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Atividade da Glicerol-3-Fosfato Desidrogenase
Foi utilizada uma modificação do ensaio descrito
por Wieland et al. (1974), que se baseia na conversão
enzimática do glicerol-fosfato em diidroxicetona-fosfato,
com redução do NAD+ a NADH. A mistura da reação
(tubo teste), de volume final de 3,3 mL continha os seguin-
tes reagentes: 0,42 mM de NAD+ (Sigma N 7505), 3,6
mM de glicerol-fosfato (Sigma G 6501), 0,11 M de tam-
pão glicina/NaOH contendo 0,88 M de hidrato de
hidrazina, pH 9,8, 10 mM de cloreto de cálcio e extrato
enzimático diluído. O controle (tubo branco) foi determi-
nado da mesma maneira, adicionando-se água no lugar do
glicerol fosfato. A atividade do extrato frente ao glicerol-
fosfato foi realizada pela diferença de absorvância a
340 nm (teste – branco), por minuto, e o coeficiente de ab-
sorção do NADH foi 6,02 x 103/M cm. Uma unidade de G-
3-PDH é equivalente a 1 μmol de NADH formado por mi-
nuto nas condições acima mencionadas. As determinações
enzimáticas foram realizadas em duplicatas e os resulta-
dos apresentados mostraram desvios com variações de até
5 %.
Determinação de Proteína Total
O teor de proteína foi determinado utilizando o
método Folin-Lowry modificado por Layne (1975).
RESULTADOS
A Tabela I mostra a produção de biomassa, proteí-
na total e atividade da G-3-PDH de duas linhagens de le-
veduras (GD0 e LH) crescidas em meio YP-glicerol 3%-
etanol 1%. Semelhantes valores de biomassa e de ativida-
de de G-3-PDH foram obtidos utilizando-se as duas linha-
gens de leveduras de panificação usadas na propagação,
sob as mesmas condições de cultivo. A linhagem de leve-
dura LH apresenta superfície de crescimento levemente
rugosa, dificultando a operação microscópica de conta-
gem das células viáveis. Assim, foi selecionada a linha-
gem de levedura GD0 para dar continuidade ao trabalho.
A atividade específica da glicerol-3-fosfato
desidrogenase de leveduras crescidas em meio YP glicerol
3% e etanol 1% foi 25% maior quando comparada com a
mesma atividade de leveduras crescidas em meio conten-
do apenas glicerol como fonte de carbono. A vantagem da
adição de 1% de etanol sobre o glicerol para compor a
fonte de carbono se refletiu no acúmulo de biomassa sen-
do 4,4 vezes maior do que a biomassa final gerada em
meio YP glicerol 4%,Tabela II.
O crescimento de leveduras de panificação em meio
contendo glicerol/etanol (meio indutor da síntese de G-3-
PDH), seguida da adição de 0,6 M de cloreto de sódio,
estimulou a atividade desta enzima intracelularmente. A
Tabela III mostra os resultados obtidos com células de
leveduras da linhagem GD0 crescidas em meio YP-
glicerol-etanol por 48 horas, seguido de tratamento
osmótico com cloreto de sódio (0,6 M e 1,2 M) e/ou
glicerol (4 e 8 %, v/v), por 2 horas. O tratamento das cé-
lulas de leveduras com alta concentração de sal (1,2 M) ou
glicerol (4 e 8 %, v/v) não estimularam o aumento da sín-
tese de G-3-PDH intracelularmente e o estímulo na síntese
da enzima pela célula teve um limite máximo com adição
de 0,6 M de NaCl.
TABELA II - Efeito da fonte de carbono sobre a biomassa
e a atividade da glicerol-3-fosfato desidrogenase em
células da linhagem GD0
Meio (%, v/v) Biomassa final Atividade
(mg/mL) U/mL U/mg
YP-glicerol 3,6 1,0 0,06
YP-glicerol(3%)/ 15,9 1,9 0,08
etanol (1%)
YP-etanol (4%) 12,4 1,6 0,07
TABELA I - Comparação entre duas linhagens de levedura de panificação quanto ao nível de atividade da glicerol-3-
fosfato desidrogenase (G-3-PDH), acúmulo de biomassa e pH final após crescimento por 48 horas em meio YP-glicerol
3% e etanol 1%
Cultivo Extrato Celular Bruto
Linhagem Valor do pH Biomassa Final Proteína Total Atividade
Inicial Final (mg/mL) (mg/mL) (U/mL) (U/mg)
GD0a 4,5 5,0 15,9 24,2 1,9 0,08
LHb 4,5 4,9 16,0 19,0 1,7 0,09
 a – procedência Fleischmann & Royal (Brasil); b – procedência Gist-Brocades (Holanda)
C. R. C. S. Tininis, E. A.L. Gattás84
Os ensaios de estocagem das células de leveduras
crescidas em nosso laboratório foram realizados sob três
diferentes condições de temperaturas (27 °C; 4-5 °C e
–18 °C). As determinações de atividade da glicerol-3-
fosfato desidrogenase foram realizadas em células de le-
veduras de panificação propagadas em meio YP glicerol-
etanol, por 48 horas, seguidas de tratamento osmótico por
duas horas com NaCl 0,6 M, lavadas, congeladas,
liofilizadas e mantidas a: 27 °C; 4-5 °C e –18 °C. A Tabela
IV mostra a variação da atividade de glicerol-3-fosfato
desidrogenase em função do tempo de estocagem. As cé-
lulas liofilizadas puderam ser estocadas à temperatura de
geladeira ou em congelador por período de até 8 meses
sem prejuízo de atividade da G-3-PDH e com redução de
até 20% na viabilidade celular. A velocidade de queda na
viabilidade celular foi maior em células liofilizadas e es-
tocadas à temperatura ambiente (27 °C), que apresentaram
uma pequena ativação na atividade da glicerol-3-fosfato
desidrogenase após o segundo dia de estocagem.
DISCUSSÃO
Os processos biotecnológicos direcionados à produ-
ção de alimentos vêm, atualmente, sendo utilizados como
importante ferramenta para suprir a demanda do consumi-
dor por um produto seguro, natural, fresco e conveniente
(Lerayer et al., 2000). Alimentos fermentados ou adicio-
nados de microrganismos, para serem utilizados em die-
tas humanas (Salminen et al., 1998) ou animais (Angeles
et al., 1998), tanto podem ter aumentado sua qualidade
nutricional pela melhora na sua digestibilidade (Caplice,
Fitzgerald, 1999) como apresentar aumento na sua quali-
dade funcional, por introdução de fibras, vitaminas,
antioxidantes, entre outros, presentes numa grande varie-
dade de produtos fermentados (Steinkraus, 1998).
A variação da pressão osmótica, fator importante na
manutenção da viabilidade celular em Saccharomyces
TABELA III - Efeito do choque osmótico sobre atividade da
glicerol-3-fosfato desidrogenase de linhagem GD0
Tratamentoa Extrato Celular Bruto
NaCl Glicerol Proteína Total Atividade
(M) (% v/v) (mg/mL) (U/mL) (U/mg)
0,0 0,0 24,2 1,9 0,08
0,6 0,0 24,8 2,2 0,09
1,2 0,0 25,7 1,9 0,07
0,0 4,0 21,4 1,5 0,07
0,0 8,0 16,9 1,1 0,06
0,6 4,0 33,0 2,2 0,07
a por 2 horas sobre células crescidas em meio YP-glicerol
3 %/etanol, 1% por 48 horas.
TABELA IV - Efeito do tempo e da temperatura de estocagem de leveduras de panificação crescidas por 48 horas em meio
YP-glicerol 3% e etanol 1% seguida de tratamento osmótico com NaCl 0,6 M, sobre a viabilidade celular, proteína total
e o nível de atividade da glicerol-3-fosfato desidrogenase (G-3-PDH)
Estocagem Extrato Celular Bruto
Temperatura Tempo Viabilidade celular Proteína Total Atividade
(°C) (dias) (%) (mg/mL) (U/mL) (U/mg)
0 100 29,0 1,8 0,06
2 100 29,0 1,9 0,07
27 4 98 29,1 2,1 0,07
10 89 28,5 2,1 0,07
0 100 29,0 1,9 0,07
15 98 29,6 2,2 0,08
5 30 96 28,4 2,2 0,08
120 90 27,2 2,1 0,08
240 80 25,6 1,9 0,08
0 100 29,0 1,9 0,07
-18 120 95 28,1 2,1 0,07
240 84 26,7 2,1 0,08
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cerevisiae (Beney et al., 2000), e o acompanhamento
cinético de enzima indicativa do acúmulo do glicerol
intracelular, glicerol-3-fosfato desidrogenase, podem es-
tar correlacionados com a manutenção da vida da célula
em alimentos. Ensaios envolvendo reações que utilizem
enzimas conduzem a resultados confiáveis e rápidos para
análises em alimentos fermentados.
A síntese da glicerol-3-fosfato desidrogenase foi
estimulada pela adição de altas concentrações de NaCl
sobre células crescidas em meio contendo glicose como
fonte de carbono em estudos realizados por Gancedo et
al.,1968. Abertyn et al.(1998) mostraram que a repressão
provocada pela glicose e a resposta da célula ao estresse
osmótico são controladas por sistemas de regulação inde-
pendentes e a repressão pela glicose não apareceu em
condições de osmolaridade alta, quando se tratou da sín-
tese da glicerol-3-fosfato desidrogenase. Nossos resulta-
dos mostram que a síntese da glicerol-3-fosfato
desidrogenase foi estimulada com o tratamento osmótico
(0,6 M de NaCl) em células de leveduras crescidas em
meio indutor (YP-glicerol/etanol). A adição de glicerol
(4% e 8%) não foi suficiente para aumentar ainda mais a
síntese da enzima, porém, o nível de proteína total gerada
pela célula foi 36% maior após tratamento por 2 horas com
0,6 M de NaCl e 4% de glicerol (Tabela III).
Células com altos teores de glicerol interno foram
submetidas a diversos procedimentos de estocagem e
monitoradas pelo acompanhamento da atividade da
glicerol-3-fosfato desidrogenase. O acompanhamento da
atividade de uma enzima microbiana durante um período
de estocagem de células, sob diversas temperaturas, pode
mostrar a eficiência do processo de preservação do ali-
mento contendo microrganismos vivos na sua formulação.
Sampedro et al.(1998) verificaram que não houve mudan-
ça estrutural da enzima H+-ATPase do microrganismo
Kluyveromyces lactis, quando estas células foram preser-
vadas sob congelamento na presença de altas concentra-
ções de açúcares. Da mesma forma, a adição de cloreto de
sódio sobre leveduras eleva a pressão osmótica na célula
e induz a formação do glicerol, que é um protetor celular
(André et al., 1991; Blomberg, Adler, 1992; Neves et al.,
1997). A manutenção da viabilidade celular acima de
80%, e da atividade da glicerol-3-fosfato desidrogenase
durante estocagem por período de até 8 meses à tempera-
tura de – 18 °C tornam possível esta metodologia de
acompanhamento de estocagem de células de leveduras.
CONCLUSÃO
Com base nos parâmetros apresentados, pode-se
sugerir que, por meio do acompanhamento da atividade de
uma enzima chave do metabolismo celular, como a
glicerol-3-fosfato desidrogenase, e da viabilidade da leve-
dura, é possível estudar formas de estocagem de
Saccharomyces cerevisiae para serem agregados a alimen-
tos, contribuindo para a melhoria das suas qualidades
nutricionais e sensoriais. A manutenção de células conten-
do altos teores de glicerol interno, sob temperaturas de 4-
5 °C ou – 18 °C, apresentou os melhores resultados em
relação à atividade de glicerol-3-fosfato desidrogenase de
leveduras de panificação.
ABSTRACT
The effect of storage temperature on the glycerol-3-
phosphate dehydrogenase activity of baker’s yeasts
Intracellular levels of glycerol-3-phosphate
dehydrogenase (G-3-PDH) in baker’s yeasts were
monitored during storage at 3 different temperatures. Si-
milar values for final biomass and specific activity of the
enzyme were found, in each of two strains of baker’s yeast,
after 48 hours growth. The best medium tested, for the
induction of G-3-PDH, contained: yeast extract (1% w/v),
peptone (2% w/v), glycerol (3% w/v)and ethanol (1% w/v).
Osmotic shock, provoked by suspending cells, after 48
hours growth in inducing medium, in 0.6 M NaCl solution
for 2 hours, caused the activity to increase by a factor of
1.2. Cells of the GDO yeast strain, grown in inducing
conditions, washed and lyophilized, exhibited a 35% rise
in G-3-PDH activity during storage (10 days) at ambient
temperature (about 27 °C). Both refrigeration (4-5 °C)
and freezer storage (-18 °C) maintained the G-3-PDH
activity for up to 8 months.
UNITERMS: Storage temperature. Baker’s yeast. Enzyme
activity. Glycerol-3-phosphate dehydrogenase.
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